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COMPOSIT ION CONTENANT PES ACIDES NUCLEIOUES. 
PREPARATI ON ET UTILISATIONS 

La piesente invention concerne des compositions & base d'acides nucleiques, 
leur preparation et leur utilisation. Plus particulierement, elle conoerne des 
5 compositions comprenant au moins tin acide nucleique et certains polymdres 
cationiques, et leur utilisation pour le transfert cfacides nucleiques dans les cellules, 
notamrnent en therapie g&iique. 

La th6rapie genique consiste a corriger une d6ficience ou une anomalie 
(mutation, expression aberrante, etc) ou k assurer l'expression d*une proline d T int6ret 

10 therapeutique par introduction d'une information genetique dans la cellule ou 1'organe 
affecte. Cette information genetique peut etre introduite soit in vitro dans une cellule 
extraite de 1'organe, la cellule modifiee etant alors reintroduite dans l'organisme, soit 
directement in vivo dans le tissu approprie. Differentes techniques ont ete decrites 
pour le transfert de cette information genetique, parmi lesquelles des techniques 

15 diverses de transfection impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran 
(Pagano et aL, J.Virol. 1 (1967) 891), d'ADN et de proteines nucleaires (Kaneda et aL, 
Science 243 (1989) 375), d'ADN et de lipides (Feigner et aL, PNAS 84 (1987) 7413), 
d'ADN et de polylysine, 1'emploi de liposomes (Fraley et aL, J.BioLCheirL 255 (1980) 
10431). etc. Plus recemment, l'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de 

20 genes est apparu comme une alternative prometteuse k ces techniques 
phystcodiimiques de transfection. A cet egard, differents virus ont 6t6 testes pour leur 
capacite a infecter certaines populations cellulaires. En particulier, les retrovirus (RS V, 
HMS, MMS, etc), le virus HSV, les virus adeno-associes, et les adenovirus. 

Toutefois, les techniques developpees jusqu'a present ne permettent pas de 
25 resoudre de maniere satisfaisante les difficultes liees au transfert de genes dans les 
cellules et/ou l'organisme. En particulier, les problemes lies a la penetration de Facade 
nucl&que dans les cellules ne sont pas entierement r§solus. En effet, la nature 
polyanionique des acides nucleiques, notamrnent, previent leur passage k travers les 
membranes cellulaires. S*il a ete montre que les acides nud&ques nus sont capables de 
30 traverser la membrane plasmique de certains types cellulaires in vivo (voir notamrnent 
la demande n° WO90/11092), l'efficacite de transfection reste assez faible. De plus, les 
acides nucleique nus ont une demi-vie plasmatique courte, en raison de leur 
degradation par les enzymes et de leur elimination par les voies urinaires. Par ailleurs, 
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si les virus recombinants permettent d'ameliorer 1'efficacite de transfert des acides 
nucleiques, leur emploi presente certains risques tels que la pathogenicity, la 
transmission, la replication, la recombinaison, la transformation, l'immunogenicit6, 
etc, De plus, leur production selon les normes de Bonne Pratique de fabrication 
5 presente certaines difficult^. 

La presente invention apporte une solution avantageuse a ces diff erents 
problemes. La demanderesse a en effet montre que certains polym&es cationiques 
possddent des proprtetes particulierement avantageuses pour le transfert d'acides 
nucleiques dans les cellules, in vitro comme in vivo* En outre, ces polymeres 
10 presentent l'fcvantage d'etre facilement accessibles et peu couteux. LHitilisation des 
polymeres cationiques selon 1'invention permet egalement d'eviter les inconvenienls lies 
a l'emploi de vecteurs viraux (dangers potentiels, taille limitee du gene transfere, prix 
eleve, etc)* 

Plus particulierement, la pr&sente invention reside dans la mise en evidence 
15 des proprietes transfectantes des polym&es de formule (I) : 



20 



L R 1 <n 



dans laquelle 

- R peut etre un atome dliydrog&ie ou txn groupe de formule 

r i 

' (CH 2 ) n -N-L 

q 



- n est un nombre entier compris entre 2 et 10; 

- p et q sont des nombres entiers, 

etant entendu que la somme p+q est telle que le poids moleculaire moyen du polymere 
25 soit compris entre 100 et 10 7 Da. 

H est entendu que, dans la formule (I) la valeur de n peut varier entre les 
differents motifs p. Ainsi, la formule (I) regroupe & lafcris les homopolymeres et les 
h&eropolym&es. 
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Un premier objet de rinventidn reside done dans une composition comprenant 
au moins un acide nucleique et un polym&re cationique de formule generate (I) telle 
que definie ci-dessus. 

L'inventian concerne egaleroent lHitilisation des polym^res cationiques de 
5 formule (I) pour le transfert d'acides nucleiques dans les cellules. 

Plus prtferentieUement, dans la formule (I), n est compris entre 2 et 5. En 
particulier, les polymdres de polyethylene imine (PEI) et polypropylene imine (PPI) 
pr6sentent des propri6t6s tout i fait avantageuses. 

Les polymdres pr6feres pour la mise en oeuvre de la presente invention sont 
10 ceux dont le poids moleculaire est compris entre 10^ et 5.10<\ A titre d'exemple, on 
peut citer le polyethylene imine de poids mol6culaire moyen 50 000 Da (PEI50K) ou 
le polyethylene imine de poids moleculaire moyen 800 000 Da (PEI800K). 

Les polymdres utilises dans le cadre de la presente invention peuvent etre 
obtenus de differentes mani£res. lis peuvent tout d'abord etre synthfetises 

15 chimiquement k partir du monom&e correspondant, en conditions de polymerisation 
anionique (par exemple polymerisation de l ! 6thylene immine), ou par reduction de 
polyamides obtenus par polycondensation de diacides avec des diamines, ou encore 
par reduction d'imines obtenues par polycondensation de dialdehydes avec des 
diamines. Par ailleurs, un certain nombre de ces polymeres sont accessibles 

20 commercialement, tels que notamment le PEI50K ou le PEI800K. 

Pour obtenir un effet optimum des compositions de l'inventian, les 
proporticms respectives du polymdre et de facade nucleique sont de preference 
determinees de sorte que le rapport molaire R = amines du polymere / phosphates de 
facade nucleique soit compris entre 0,5 et 50; plus preferentiellement entre 5 et 30. 
25 Des resultats tout particuli£rement avantageux sont obtenus en utilisant de 5 & 15 
equivalents (famines de polymere par charge d'acide nucleique. Ce rapport peut bien 
entendu etre adapte par l'homme du metier en fonction du polymere utilise, de la 
presence d'un adjuvant (voir ci-apr^s), de l'acide nucleique, de la cellule able et du 
mode ^administration utilise. 

30 Dans les compositions de la presente invention, l'acide nucleique peut etre 

aussi bien un acide desoxyribonucleique qu'un acide ribonucieique. II peut s'agir de 
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sequences d'origine naturelle ou artificielle, et notamment d'ADN genomique, 
d'ADNc, d'ARNm, d'ARNt, d'ARNr, de sequences hybrides ou de sequences 
synthetiques ou semi-synthetiques. En outre, l'acide nucleique peut avoir une taille 
tres variable, allant de l'oligonucleotide au chromosome. Ces acides nucleiques 

5 peuvent etre d'origine humaine, animale, vegetale, bacterienne, virale, etc. lis peuvent 
etre obtenus par toute technique connue de rhomme du metier, et notamment par 
criblage de banques, par synthese chimique, ou encore par des methodes mixtes 
incluant la modification chimique ou enzymatique de sequences obtenues par criblage 
de banques. lis peuvent par ailleurs etre incorpores dans des vecteurs, tels que des 

10 vecteurs plasmidiques. 

Concernant plus particulierement les acides desoxyribonucleiques, us peuvent 
etre simple ou double brin. Ces acides desoxyribonucleiques peuvent porter des genes 
therapeutiques. des sequences regulatrices de la transcription ou de la replication, des 
sequences antisens, des regions de liaison a d'autres composants ceUulaires, etc. 

15 Au sens de rinvention, on entend par gene therapeutique notamment tout 

gene codant pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit 
proteique ainsi code peut etre une proteine, un peptide, etc. Ce produit proteique peut 
etre homologue vis-a-vis de la cellule cible (c'est-a-dire un produit qui est 
normalement exprime dans la celhde cible lorsque ceUe-ci ne presente aucune 

20 pathoiogie). Dans ce cas, l'expression d'une proteine permet par exemple de pallier a 
une expression insuffisante dans la cellule ou a l'expression d'une proteine inactive ou 
faiblement active en raison d'une modification, ou encore de surexprimer ladite 
proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour un mutant d'une proteine 
cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activite modifiee, etc. Le produit proteique 

25 peut egalement etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans ce cas, une 
proteine exprimee peut par exemple completer ou apporter une activite deficiente 
dans la cellule, lui permettant de hitter contre une pathoiogie, ou stimuler une reponse 
immunitaire. Le gene therapeutique peut egalement coder pour une proteine secretee 
dans l'organisme. 

30 Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 

citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 
lymphokines : interleukines. interferons, TNF. etc (FR 9203120), les facteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese. les 
facteurs trophiques : BDNF. CNTF, NGF. IGF. GMF. aFGF, bFGF. NT3. NT5. 

35 HARP/pleiotrophine, etc; les apolipoproteines : ApoAI, ApoAJV. ApoE, etc (FR 93 
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05125), la dystrophine ou une minidystrophine (FR 9111947), la proteine CFTR 
associee a la mucoviscidose, les g&nes suppcesseurs de tumeurs : p53, Rb, RaplA, 
DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les g&ies codant pour des facteurs impliques dans la 
coagulation : Facteurs VII, Vm, IX, les g&tes intervenant dans la reparation de 
5 1'ADN, les gdnes suicides (thymidine kinase, cytosine deaminase), etc. 

Le gene therapeutique peut egalement etre un gdne ou une sequence 
antisens, dont 1'expression dans la cellule cible permet de controler 1'expression de 
genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent, par 
exemple, etre transcrites dans la cellule cible en ARN complementaires d'ARNm 
10 cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proline, selon la technique decrite dans 
le brevet EP 140 308. II peut s'agir aussi ^oligonucleotides synthetiques, 
eventuellement modifies (EP 92 574). Les antisens comprennent egalement les 
sequences codant pour des ribozymes, qui sont capables de detruire selectivement des 
ARN cibies (EP 321 201). 

15 Comme indique plus haut, l'acide nucl&que peut egalement comports un ou 

plusieurs g£nes codant pour un peptide antigenique, capable de g6nerer chez l*homme 
ou l'animal une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre, 
Tinvention permet done la realisation soit de vaccins soit de traitements 
immunotherapeutiques appliqufo a llxomme ou a l'animal, notamment contre des 

20 microorganismes, des virus ou des cancers. D peut s'agir notamment de peptides 
antigeniques specifiques du virus d'Epstein Barr, du virus HIV, du virus de ITiepatite 
B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, ou encore specifiques de tumeurs (EP 
259 212). 

Preferentiellement, l'acide nucl&ique comprend egalement des sequences 
25 permettant 1'expression du g&ne therapeutique et/ou du gfene codant pour le peptide 
antigenique dans la cellule ou l'organe d£sii£. II peut s'agir des sequences qui sont 
naturellement responsables de 1'expression du gene consid£re lorsque ces sequences 
sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectfee, U peut egalement s'agir de 
sequences d'origine diff&ente (responsables de 1'expression d'autres prolines, ou 
30 meme synthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de gdnes 
eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton d&sire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d'un virus. A cet egard, on peut citer par exemple les 
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promoteurs des genes E1A. MLP, CMV. RSV, etc. En outre, ces sequences 
d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences d'activation, de 
regulation, ou permettant une expression tissu-specifque. 

Par affleurs, l'acide nucleique peut egalement oomporter, en particulier en 
5 amont du gene therapeutique, une sequence signal dirigeant le produit therapeutique 
synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence signal peut 
etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais il peut egalement 
s'agir de toute autre sequence signal fonctionneUe, ou d'une sequence signal 
artificielle. 

10 Par ailleurs encore, l'acide nucleique peut egalement comporter, en 

particulier en amont du gene therapeutique, une sequence dirigeant le produit 
therapeutique synthetise vers un compartiment cellulaire preferentiel, comme une 
sequence de localisation nucleaire. 

Les compositions selon l'invention peuvent etre utilisees telles quelles ou en 
15 association avec d'autres composes. Ainsi, dans un mode particulier de mise en 
oeuvre, les compositions selon la presente invention comprenent en plus un adjuvant 
capable de s'associer au complexe polymere/acide nucleique et d'ameliorer le pouvoir 
transfectant La demanderesse a en effet montre que le pouvoir transfectant des 
compositions de l'invention peut etre encore ameliore en presence de certains 
20 adjuvants (lipides, proteines, Upopolyamines. polymeres synthetiques par exemple). 
capables de s'associer au complexe polymere/acide nucleique. Comme le montrent les 
exemples de la presente demande, cette amelioration se manifeste aussi bien in vitro 
que in vivo. 

Les adjuvants utilises preferentiellement dans les compositions selon 
25 l'invention sont des lipides cationiques (comportant une ou plusieurs charges 
cationiques dans leur partie polaire) ou des lipides neutres. 

Concernant les lipides cationiques, il peut s'agir plus particulierement de 
lipopolyamines, c'est-a-dire de toute molecule amphiphile comprenant au moins une 
region hydrophile polyamine et une region lipophile liees covalamment entre-elles par 
30 un bras chimique. Avantageusement, la region polyamine des lipopolyamines utilisees 
dans le cadre de l'invention repond a la formule generale H2N-(-(CH) m -NH-)i-H dans 
laquelle m est un nombre entier superieur ou egal a 2 et 1 est un nombre entier 
superieur ou egal a 1, m pouvant varier entre les differents groupes de carbone 
compris entre deux amines. Preferentiellement, m est compris entre 2 et 6 
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inclusivement et 1 est compris entre 1 et 5 inclusivement. Encore plus 

pr€f6rentiellement, la region polyamine est representee par la spermine ou un analogue 

de la spermine ayant conserve ses proprietes de liaison a 1'ADN. 

La region lipophile peut 6tre une ou plusieurs chaines hydrocarbon6es» 
5 saturees ou non, du cholesterol, un lipide natural ou un lipide synth£tique capables de 

former des phases lamellaires ou hexagonales. 

Avantageusement, on utilise dans le cadre de la presente invention des 

lipopolyamines telles que d£finies dans la demande de brevet EP 394 111. Cette 

demande d6crit egalement un proc6de utilisable pour la preparation de ces 
10 lipopolyamines. De mani&re particuli&rement avantageuse, on utilise dans le cadre de 

l'inventkm la dioctadecylamidoglycyl spennine (DOGS) ou la S^rboxyspermylamide 

de la palmitoylphosphatidylethanolamine (DPPES). 

D'autres adjuvants particuli&rement preferfes pour la realisation des 

compositions de Tinvention sont repr6sent6s par les lipides neutres. ^utilisation de 
15 lipides neutres est particulidrement avantageuses locsque le rapport de charges R 

(amines/phosphates) est faible. Plus pr6ferentiellement f les lipides neutres utilises 

dans le cadre de la presente invention sont des lipides k 2 chaines grasses. 

De manidre particulierement avantageuse, on utilise des lipides naturels ou 

synthetiques, zwitterioniques ou d&pourvus de charge ionique dans les conditions 
20 physiologiques. II peuvent etre choisis plus particulierement parmi la 

dioleoylphosphatidyiethanolamine (DOPE), le ol6oyl-palmitoylphos- 

phatidylethanolamine (POPE) , le di-stearoyl, -palmitoyl, -mirystoyl 

phosphatidylethanolamine ainsi que leurs derive N-methyies 1 k 3 fois; les 

phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglycerols, les 
25 ceretwosides (tels que notamment les galactocer&brosides), les sphingolipides (tels 

que notamment les sphingomy61ines) ou encore les asialogangliosides (tels que 

notamment les asialoGMl et GM2). 

Ces differents lipides peuvent etre obtenus soit par synthase, soit par 

extraction k partir d'organes (exemple : le cerveau) ou d'oeufs, par des tec h ni q ues 
30 classiques bien connues de lliomme du metier. En particulier, l'extraction des lipides 

naturels peut etre realisee au moyen de solvants organiques (voir egalement 

Lehninger, Biochemistry). 

Preferentiellernent, les compositions de Tinvention comprennent, en plus du 
35 polymere cationique dans les rapports cites ci-avant, de 0,1 k 20 equivalents molaires 
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d'adjuvant pour 1 equivalent molaire de phosphate de l'acide nucleique, et f plus 
prtferentiellement, de 1 & 5. 

Dans un mode de realisation particulidrement avantageux, les compositions 
5 de la pr&sente invention comprennent un Element de ciblage permettant d'orienter le 
transfert de l'acide nuclftque. Cet 616ment de ciblage peut etre un element de ciblage 
extracellulaire, permettant d'orienter le transfert de l'acide nucleique vers certains 
types cellulaires ou certains tissus souhait&s (cellules tumorales, cellules hepatiques, 
ceUules h6matopoi6tiques, etc). II peut egalement s'agir d'un element de ciblage 

10 intracellulaire, permettant d'orienter le transfert de l'acide nucleique vers certains 
compartiments cellulaires privil6gi6s (mitochondries, noyau, etc). 

Plus pr6f6rentiellement f raiment de ciblage est lie, de mani&e covalente ou 
non covalente, au polymdre de formule (I). La liaison peut notamment etre obtenue 
par interaction ionique avec les ammonium, ou par attaque nucleophile des amines du 

15 polym&e sur des elements de ciblage comportant un groupement nucleofuge 
(halogdne, tosylate. etc), un ester active (hydroxysuccinimide, etc) ou encore un 
isothiocyanate. L^l&nent de ciblage peut egalement etre li6 & 1'acide nucleique. 

Paimi les elements de ciblage utilisables dans le cadre de 1'invention, on peut 
citer les sucres, les peptides, les oligonucleotides ou les lipides. Prfcferentiellement, il 

20 s'agit de sucres et/ou peptides tels que des anticorps ou fragments d'anticorps, des 
ligands de recepteurs cellulaires ou des fragments de ceux-ci, des recepteurs ou 
fragments de recepteurs, etc. En particulier, il peut s'agir de ligands de recepteurs de 
facteurs de croissance, de recepteurs de cytokines, de recepteurs de lectines 
cellulaires ou de recepteurs de prolines d'adhesion. On peut egalement citer le 

25 recepteur de la transferine, des HDL et des LDL. L'element de ciblage peut 
egalement etre un Sucre permettant de cibler les recepteurs asialoglycoproteiques, ou 
encore un fragment Fab d'anticorps permettant de cibler le rfecepteur du fragment Fc 
des immunoglobulines. 

Les compositions selon 1'invention peuvent etre formulees en vue 
30 ^administrations par voie topique, cutanee, orale, rectale, vaginale, parenterals 
intranasals intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanfee, intraoculaire, 
transdermique, etc. De preference, les compositions pharmaceutiques de 1'invention 
contiennent un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation 
injectable, notamment pour une injection directs au niveau de l'organe desirfe, ou pour 
35 xine administration par voie topique (sur peau et/ou muqueuse). II peut s'agir en 
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particulier de solutions st£riles, isotoniques, ou de compositions sdches, notamment 
lyophilisfes, qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, 
pennettent la constitution de solutes injectables. Les doses d'acide nucleique utilisees 
pour rinjection ainsi que le nombre d'administrations peuvent dtre adaptees en 
5 fonction de diff6rents paramdtres, et notamment en fonction du mode 
d'administration utilis&, de la pathologie concernee, du gene k exprimer, ou encore de 
la duree du traitement recherchfe. 

Comme indiqu6 ci-avant, les compositions selon Tinvention peuvent etre 
utilisees pour le transfert d'acides nucleiques dans les cellules in vivo, in vitro ou ex 

10 vivo. En particulier, les exemples montrent que les polym&res cationiques de 
Tinvention peuvent Stre utilises pour transferer de maniere tres efficace des acides 
nucleiques dans de nombreux types cellulaires, et en particulier dans certains types 
cellulaires habituellement difficiles a transfecter. Parmi les types cellulaires testes on 
peut citer notamment les fibroblastes, les cellules hfepatiques, les caicinomes t les 

15 cellules renales et les neurones. En outre, les exemples presents ci-aprgs illustrent 
egalement Tefficacit6 des polymferes de Tinvention pour le transfert de g&nes in vivo. 
Les r&sultats obtenus avec les vecteurs de Tinvention sont sup6rieurs k ceux observ6s 
dans les memes conditions avec d'autres agents de transfectkm, et demontrent ainsi 
les potentialites 61ev6es des compositions de Tinvention* 

20 La presente invention fournit notamment une m6thode particulierement 

avantageuse pour le traitement de maladies, comprenant Tadministration in vivo d'un 
acide nucl&que apte k corriger ladite maladie associe k un polym&e cationique tel 
que defini ci-avant Plus particulierement, cette methode est applicable aux maladies 
resultant d'une deficience en un produit prot6ique ou nucleique et Tacide nucleique 

25 administre code pour ledit produit proteique ou contient ledit produit nucleique. 

Les compositions pharmaceutiques de Tinvention constituent ainsi des outils 
particulierement avantageux pour Tadministration et le transfert d'acides nucl&ques in 
viva 

La pr&sente invention sera plus compl&tement decrite k Taide des exemples 
30 qui suivent, qui doivent etre consider^ comme illustratif s et non limitatif s. 

Legende des figures : 
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Figure 1 : Efficacite de transfection du PEI800K a pH7 en fonction du rapport R 
(amines du polymere / phosphates de l'acide nucleique). 

Figure 2 : Efficacite de transfection du PEI800K a pH6 en fonction de la quantity 
d'ADN. 

5 Figure 3 : Efficacite de transfection du PEI800K a pH6 en fonction du rapport R. 
Figure 4 : Efficacite de transfection du PEI800K en fonction du pH 
Figure 5 : Comparaison entre le PEI800K et la polylysine 
Figure 6 : Test de cytotoxicite du PEI50K 

Figure 7 : Efficacite de transfection du PEI50K en presence d'adjuvants 
10 Figure 8 : Efficacite du PEI pour la transfection des cellules HeLa 

Figure 9 : Efficacite du PEI pour la transfection des cellules hepatiques et renales. 
Figure 10 : Efficache du PEI pour le transfert d'ADN plasmidique dans les neurones 
ernbryonnaires 

Figure 11 : Efficacite du PEI pour le transfert d'oligonucleotides dans les neurones 
15 embryonnaires 

Figure 12 : Efficacite du PEI pour le transfert d'ADN in vivo 



20 



ft 4ft IS 



T.F.I - Plasmides utilises pour le transfert de genes in vivo 



Trois types de constructions ont ete utilisees pour mettre en evidence 
Tactivite des compositions de rinvention : Des plasmides comportant le gene codant 
pour la lucif erase (Luc), des plasmides comportant le gene codant pour la 6- 
galactosidase (gene LacZ) et des plasmides comportant le gene codant pour la 
chloramphenicol acetyl transferase (CAT). 

1.1. Plasmides comportant le gene Luc 

Le plasmide pCMV-luc comporte le promoteur du Cytomegalovirus (CMV), 
25 extrait du plasmide vecteur pcDNA3 (Invitrogen) par coupure avec les enzymes de 
restriction Mhi I et Hindm. situe en amont du gene codant pour la lucif erase, insere 
aux sites Mlul et Hindm dans le vecteur pGL basic Vector (Promega). 

Le plasmide pGL2-Luc est d'origine commerciale (Promega). 

Le plasmide T3RE-Luc contient un oligonucleotide synthetique 
30 correspondant a un element de reponse palindromique a rhormone thyroldienne (Glass 
etal.,Ce!156 (1989)697). 
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1.2. Plasmides comportant le gene LacZ 

Le plasmide pCMV-fiGal (Clontech) comporte le promoteur CMV situe en 
amcmt du gdne Lac7 codant pour la (S-galactosidase d'Escherichia coli. Le vecteur 
pSV-nls LacZ (pAOnlsLacZ) comporte le merae promoteur, une sequence de 
5 localisation nucleaire (issue du virus SV40) localisee en phase et en amont du gdne 
LacZ, Cette construction permet 1'expression de la prot&ine de fusion nls-p- 
galactosidase dans le noyau des cellules (Cf De Luze et al., PNAS 90 (1993) 7322). 

1.3. Plasmides comportant le g&ne CAT 

Les plasmides ayant pour g&ie rapporteur le gene codant pour la 
10 cMoramphenicol acetyl transferase (CAT) sous controle des promoteurs RSV (pRSV- 
CAT) et SV40 (pSV40-CAT) ont 6t6 publies (Boutiller et al., Prog. Neuro- 
PhychoPharmacol. et Biol. Psychiat 16 (1992) 959; de Luze et al. PNAS 90 (1993) 
7322). 

EXEMPLE 2 - Transfer! d'acide nucleique dans les fibroblastes. 

15 Cet exemple decrit le transfert du plasmide pGL2-luc dans des fibroblastes 

3T3 au moyen de polyethylene imine 800 000 Da. 

Protocole : Une solution 5,375 |iM de PEI 800 K est preparee et le pH est 
ajust& i 7 grace a une solution d f acide chlorhydrique 1 N. Cette solution est utilisee 
20 pour les experiences de transfert de g&nes. 

Protocole de transf ection : Les fibroblastes 3T3 sont ensemencees dans une 
boite 24 puits 24 heures avant la transf ection (50,000 cellules par puits). Elles sont 
transf ect&es avec 2 \x% de plasmide pGL2-Luc par puits selon le protocole suivant : 

2 |ig de plasmide et diffetents volumes de la solution 5375 |aM de 
25 PEI 800 K (en fonction du rapport d'6quivalent de charges souhait6) sont dilu&s 
separ&ment dans 50 |ol de Nacl 150 mM et melanges. Aprte 10 minutes, les deux 
solutions sont r&unies et homog£neis£es. Apres une nouvelle periode de 10 minutes, 
900 |il de DMEM sont ajoutes. La solution ainsi obtenue est homogeneisee et aprds 
10 minutes, elle est r6partie sur les cellules prealablement rincees avec du milieu 
30 DMEM sans serum. Au bout de 2 heures de transf ection, 100 |il de SVF (serum de 
veau foetal) est rajoute par puits. L'exptession est airetee 24 heures aprfes. 
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Dosage de la lucif erase. Pour cela, le surnageant a ete incube en presence 
d'un tampon comprenant de la luciferine, du coenzyme A et de l'ATP. et la lumiere 
emise (generalement pendant 10 secondes) a ete mesuree avec un luminometre 
5 (Wood K. (1990) Promega Notes. 28). 

Les resultats obtenus sont presentes sur la figure 1. lis montrent que le PEI 
pennet de transferer efficacement le plasmide pGL2-Luc dans les fibroblastes. Ds 
montrent egalement que l'activite en unites lumiere relative (RLU = "relative light 
unit") est particulierement bonne lorsque Ton utilise entre 5 et 20 equivalents 
10 d'amines du PEI par rapport aux phosphates de l'ADN. Dans une experience controle, 
le plasmide seul donne un signal de 100 RLU environ. 

fiyF.MPI.E3 - Effet de la quantite d'ADN sur l'efficacite de la transf ection 

Cet exemple decrit l'effet de la quantite d'acide nucleique sur l"efficacite du 
transf ert dans les fibroblastes 3T3 par le PEI800K. 

15 Les fibroblastes 3T3 sont ensemencees dans une boite 24 puits 24 heures 

avant la transf ection (50. 000 cellules par puits). Files sont transferees avec des 
quantites croissantes de plasmide pCMV-Luc par puits et un rapport de charges 
constant (9 equivalents) selon le protocole decrit prealablement Deux points ont ete 
realises en completant la quantite de plasmide a deux \ig par puits par du plasmide 

20 pGEM (PROMEGA) ne contenant pas le gene etudie. Au bout de 3 heures de 
transf ection, 100 ul de serum SVF est rajoute par puits. L'expression est arretee 24 
heures apres. 

Les resultats obtenus sont representes sur la figure 2. 

L'efficacite de transf ection croit avec la quantite de plasmide utilisee lors de 
25 la transf ection. L'addition d'ADN porteur non transcrit (pGEM) n'a pas d'apport pour 
la transf ection. 

P.YBMPLE 4 - Transf ert d'acides nucleiques dans les fibroblastes : Etude de 
1' influence du rapport amines/phosphates. 
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Cet exemple decrit le transfert d'acides nucleiques dans les fibroblastes & pH 
6 au moyen dHme composition selon 1'invention comprenant l'acide nucleique et le 
PE3800K dans differents rapports R (amines/phosphates), 

Protocole : Une solution 5375 pM de PEI 800 K est preparee et le pH est 
5 ajust6 & 6 grace & tine solution d'acide chlorhydrique 1 N. Cette solution est utilis6e 
pour les exp6riences de transfert de g&nes. 

Les fibroblastes 3T3 sont ensemencees dans une boite 24 puits 18 heures 
avant la transfection (50,000 cellules par puits). Elles sont transfect6es avec 2yg de 
plasmide pGL2-Luc par puits selon le protocole utilise dans l'exemple 2. 

10 Les resultats obtenus sont presents sur la figure 3. lis montrent que les 

compositions selon 1'invention sont particulierement efficaces dans toute une gamme 
de rapports R comprise entre 6 et 22. 

E?CEMPLE 5 - Eff icacite de transfection en fonction du pH 

Cet exemple d6crit le transfert d*acides nucl&ques dans les fibroblastes au 
15 moyen dHine composition selon 1'invention comprenant l'acide nucleique et le PEI 
800K, dans differences conditions de pH. 

Le protocole utilise est identique k celui decrit dans l'exemple 2. Le pH est 
ajuste par addition d'acide chlorhydrique IN. 

Les r&sultats obtenus sont pr£sent£s sur la figure 4. lis montrent que les 
20 compositions selon 1'invention peuvent etre utilisees & differents pH et notamment 
dans des zones de pH physiologique (pH 5 -8). 

EXEMPLE 6 - Comparaison de l'efficacit& de transfection du PEI et de la polylysine 

Cet exemple decrit les r6sultats comparatifs obtenus avec une composition 
selon 1'invention et avec un autre polymere cationique, la polylysine, pour le transfert 
25 d'acides nucleiques dans les fibroblastes. 

Protocole : La polylysine (PLL) utilisee dans cette experience est de la 
polylysine, HBr de poids moyen 50 K. La concentration finale en chloroquine est 100 
jiM. Le PEI est a pH 6. 
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Protocole : Les fibroblastes 3T3 sont ensemencees dans une boite 24 puits 
18 heures avant la transection (50,000 cellules par puits). EUes sont transfectees avec 
du plasmide pCMV-Luc selon le protocole utilise dans l'exemple 2. Les cellules 
transfectees avec la PLL en presence de chloroquine sont rincees au bout de 2 heures 
5 et mises dans du milieu avec 10 % de serum. L'expression est arretee en 24 heures 
apres. 

Les resultats obtenus sont presentes sur la figure 5. lis demontrent clairement 
que les compositions selon l'invention permettent de transferer des acides nucleiques 
dans les fibroblastes avec une efficacite bien superieure aux vecteurs polymeriques 
10 cationiques anterieurs tels que la polylysine. 

FjX fiMPT .re 7 - Comparaison de l'efficacite de transfection des Fibroblastes NTH 3T3 
par le PEI 50K et le PEI 800K 

Get exemple decrit l'utilisation et la comparaison de deux polymeres de PEI 
(PEI 50K et PEI 800K), pour le transfert d'acides nucleiques dans les cellules. 

25 Protocole : Les cellules sont ensemencees 24 heures avant la transfection a 

50 000 cellules par puits de 16 mm. Elles sont transfectees avec le plasmide pCMV 
Luc complexe avec le PEI. Le rapport d'equivalent molaire amine de PEI/phosphate 
d'acide nucleique varie de 6 & 45 equivalents. Pour chaque puit, on dilue separement 
le PEI et 2 \xg d'ADN dans 50 ul NaCl (150 mM). Les solutions sont ensuite 

20 melangees, puis homogenisees. Apres 10 minutes, ce volume est ajoute aux cellules. 
Apres 24 heures. les cellules sont lysees, la solution de lyse centrifugee, et le 
surnageant utilise pour doser l'activite lucif erase. Le dosage de proteine est effectue 
sur un aliquot de ce surnageant par le test de BCA. L'activite lucif erase est exprimee 
en unite de lumiere (RLU)/10 secondes d'integration/mg de proteine. 

25 Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau ci-dessous. 



R 


O 


6eq 


9eq 


18eq 


45eq 


PEI 50K 
RLU/lOs/mgProt 


7100 


11 000 


760 000 


12 000 000 


2 450 000 



WO 96/02655 



PCT/FR95/00914 



15 



PEI 800K 


6 253 


200 000 


16 700 000 


5 650 000 


525 000 


RLU/lOs/mg Prot 













Ces resultats indiquent clairement que le PEI 50K poss&de des propri6t£s 
transf ectantes aussi avantageuses que le PEI 800IC 



KXRMPLE 8 - Test de cytotoxicity du PEI 

Nous avons voulu etudier la toxicite eventuelle du PEI 50K sur des 
5 fibroblastes NIH3T3. Pour cette etude, nous avons choisi le test MTT qui permet 
d'evaluer la capacite des cellules & rfcduire le MTT tetrazolium, en MTT formazan, 
par l'enzyme mitochondrial, succinate deshydrogenase. Le protocole de transf ection 
est le meme que dans I'exemple 7 (la quantity d'ADN par puits reste fixe (2 \ig), le 
nombre ^equivalent molaire amine de PEI/phospate de l'ADN varie de 9 k 24) . Api£s 
10 24 heures de transf ection, les cellules sont lavees trois fois avec du PBS. puis 
incubees pendant 90 minutes avec 0,05 mg/ml de MTT. Au terme de cette incubation, 
le milieu des cellules est £limin6, les cellules sont lavees trois fois avec du PBS, puis 
dissoutes dans 1 ml de SDS 10 %, pendant 10 minutes* La density optique des 
echantillons est lue & 540 nm 

15 Les resultats sont pr£sent£s sur la figure 6. lis montrent que dans les 

conditions de notre 6tude le PEI 50K n'entraine pas de mortalite significative pour les 
fibroblastes NIH 3T3. 

EXRMPLE 9 - Utilisation d*un adjuvant pour ameliorer le pouvoir transf ectant 

Cet exemple dScrit rutilisation de compositions selon l'invention comprenant 
20 un polym&e cationique et un adjuvant Ladjuvant utilisfe est soit un lipide neutre (la 
DOPE); soit une lipopolyamine (le DOGS). 

Protocole : Ajout de la DOPE : 

Quatre rapports Equivalents molaires d'amine de PEI/phosphate d'ADN ont 
ete etudies : 6, 9, 18 et 21. Pour chaque puit, 12 nanomoles de DOPE sont ajoutes au 
25 melange PEI et ADN. Cette solution est ensuiie utilisee pour la transf ection comme 
decrit dans l'exemple 7. 
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Ajout du DOGS : Pour chaque puit, 4 Equivalents molaires d'amine de 
DOGS/phosphate d'ADN (soit 6 nanomoles de DOGS pour 6 nanomoles de 
phosphates) sont ajoutes a la solution PEI avant l'etape de complexation avec l'ADN. 
La transection est effectuee ensuite comme decrit dans l'exemple 7. 

5 Les resultats obtenus sont presentes sur la figure 7. Ds montrent clairement 

que l'ajout de la DOPE ou du DOGS permet d'augmenter encore les proprietees de 
transfection, notamment pour des rapports d'equivalents molaires d'amine de 
PEI/phosphats d'ADN faibles. 

F.XRMPLE 10 - Transf ert de gene dans les Cellules Hela 

10 Cet exemple demontre que les compositions selon l'invention peuvent etre 

utilisees pour le transf ert de genes dans differents types cellulaires, et notamment 
dans les cellules de carcinome uterin Hela. 

Protocole : Les cellules Hela sont ensemmencees 24 heures avant la 
transfection a 50,000 cellules par puits de 16 mm. Elles sont ensuite transf ectees avec 
15 le plasmide pCMV Luc complexe soit avec le PEI soit avec la Upopolyamine 
(DOGS). Quatre rapports d'equivalents molaires d'amine de PEI 50K ou de PEI 
800K/phosphate d'ADN ont ete etudie : 6. 9, 18, 21. La Upopolyamine est utilise a 8 
equivalents molaires d'amine/phosphate (12 nanonomoles de DOGS). 

Les resultats obtenus sont presentes sur la figure 8. lis montrent clairement 
20 que les compositions selon l'invention comprenant un polymere cationique 
eventueUement associe & un adjuvant, permettent de transf ecter les cellules Hela de 
maniere beaucoup plus efficace que les systemes anterieurs (la Upopolyamine, 
DOGS, notamment). 

p,yF.MPLE11 - Transf ert de genes dans differents types ceUulaires. 

25 Cet exemple montre encore que les compositions selon l'invention peuvent 

etre utilisees pour le transf ert de genes dans des types ceUulaires tres varies, tels que 
les fibroblastes, les carcinomes uterins, les hepatocytomes ou des cellules de rein- 
Plus particulierement, cet exemple decrit la transfection des cellules HepG2, K 562 et 
de cultures primaires de muscle Usse de lapin par le PEI 4 9 equivalents de charges et 

30 a pH 6. 
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Les cellules HepG 2 sont ensemencees dans des boites 24 puits 24 heures 
avant la transfection (50,000 cellule par puits). EUes sont transferees avec le 
plasmide pCMV-Luc selon le protocole dfcrit dans Fexemple 2. Au bout de 4 heures 
de transfection, 100 yd de serum SVF est rajoute par puits, L'expression est arr€t&e 30 
5 heures apr6s. 

Les cellules K 562 sont ensemencees dans des boites 24 puits, dans 0,5 ml 
de milieu RPMI sans s6rum tine heure avant transfection. Elles sont transfectees avec 
du plasmide pCMV-Luc selon le protocole suivant : La quantite de plasmide d6siree 
et le PEI sont dilues separfement dans 50 yl de Nacl 150 mM et melanges. Aprfes 10 
10 minutes, les deux solutions sont r£unies et homog6neis6es. Apr6s une nouvelle 
periode de 10 minutes, 400 |ol de RPMI sont ajoutes. La solution ainsi obtenue est 
homogeneisee et aprts 10 minutes elle est repartie sur les cellules. Au bout de 4 
hemes de transfection, 100 pi de serum SVF est rajoute par puits. L'expression est 
arretee 30 heures aprds. 

15 Les cultures primaires de muscle lisse de lapin ont et6 prepar6es comme 

decrit par Fallier-Becker. Les cellules ont ensuite 6t6 transfectees soit avec 1 jig soit 
avec 2 ng de plasmide pCMV-Luc complexe avec le PEI (selon le protocole decrit 
dans Fexemple 7). ^expression de la luciferase est arr&tee 24 ou 48 heures aprfes la 
transfection. 

20 Les resultats obtenus sont present6s dans la figure 9. lis montrent clairement 

que les compositions selon 1'inventkm permettent la transfection efficace de types 
cellulaires trds varies et diff erents. 

FiX FiM pr " R 12 - TVansfert d'ADN plasmidique dans une culture primaire de neurones 
25 embryonaires : demonstration d'une activity biologique. 

Les cultures primaires de neurones ont 6t£ prfeparfees comme decrit par 
LezoualcTi et al. Aprfcs 36 h, les cultures ont 6te transfectees avec 2 \ig de plasmide 
TRE-Luc (comportant le g&ie Luc sous controle d'un dement de reponse k l'hormone 
thyroidienne T3) et 03 Mg d'ADN carrier par puits. 

30 Deux conditions experimentales ont ete £tudi6es : 
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- 9 equivalents d'amines par rapport aux phosphates : lug de plasmide a ete 
introduit dans 2,28 yl d'une solution aqueuse de PEI800K lOOmM. pH7. 

- 13 equivalents d'amines par rapport aux phosphates : ljig de plasmide a 6te 
introduit dans 333 yl d'une solution aqueuse de PEI800K lOOmM, pH7. 

5 Prealablement a la complexation, le plasmide a ete dilu§ dans 50pl de NaCl 

150mM, et le PEI a aussi 6te dilue dans un deuxiteie aliquote de 50(11 de NaCl 
150mM. Les solutions ont ensuite ete melangees et appliqu6es sur les cellules 
pendant lh. Le milieur de transfection a ensuite ete enleve et iemplace par du milieu 
de culture frais, avec ou sans T3 (InM). Apres 24h, les cellules ont ktk lys6es, la 
10 solution de lyse centrifugee, et le surnageant utilise pour doser l'activit6 luciferase. 

Les resultats obtenus sont presentes sur la figure 10. lis montrent clairement 
que les compositions selon Invention permettent de transferer de l'ADN dans les 
cellules neuronales, et que l'ADN ainsi transfere est fonctionnel puisque son activite 
est amplifiee en presence de T3- Dans l'experience controle effectufe en presence du 
15 plasmide seul, aucune activite luciferase n'a 6te detected 

FiXFi MF t f - 1 ^ - Transfer! ^oligonucleotides antisens dans une culture primaire de 
neurones embryonaires. 

Les experiences ont ete realisees sur des cultures primaires de neurones 
20 prepares comme dans 1'exemple 12. Aprds 36 h, les cultures ont 6t6 transfect6es avec 
2 |oM d'oligonucl6otide antisens 18mer (ODN) complexe avec 9 equivalents d'amines 
par rapport aux phosphates de PEI800K. 

L'ODN utilise est dirige centre une region du gfene codant pour le rfecepteur 
alpha des hormones thyroldiennes. Sa sequence est la suivante : 
25 S'-GCrGGGCTTCrGTrCCAT-S' 

Pour 4 puits de 250jil de milieu de culture, les produits suivants ont fcte 

utilises : 

- 8 |il d'une solution d'ODN & 0,25mM dilute dans lOjil de NaCl 150mM, et, 

- 20,8 [d d'une solution aqueuse de PEJ800K 12 mM, pH7, prealablement 
30 dilues dans un deuxteme aliquot de 51,2 Ml de NaCl 150mM. 

Les solutions ont ensuite 6te melangees et 20jil du melange ont 6te appliques 
sur les cellules pendant 45min. Le milieu de transfection a ensuite ete enleve et 
remplace par du milieu de culture frais. Les cellules ont ensuite ete fixees dans une 
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solution de paraformaldehyde 4%, rincees, montees dans du Mowiol, et examinees au 
microscope k fluorescence. 

Les resultats obtenus sont pr6sent£s sur la figure 11. lis montrent clairement 
5 que les compositions selon l'invention permettent de transferer des oligonucleotides 
antisens dans les cellules neuronales. Dans rexp6rience controle effectu6e en 
presence de roligonucl6otide seul, aucune fluorescence n'a 6t6 d&tect&e. 

RVFMPT K 14 * Utilisation des compositions de l'invention pour le transfert cTacides 
nucleiques in vivo, dans le cerveau de souris nouveau-nees. 

10 Cet exemple decrit le transfert du plasmide pCMV-Luc in vivo, dans le 

cerveau de souris nouveau-n6es. n demontre les propri6tes particulierement 
avantageuses des compositions selon l'invention, notamment pour des applications de 
therapie genique. 

30 \xg de plasmide pCMV-luc (7,5 |ol d'une solution stock k Ayg/\jl) ont 6t£ 
15 dilues dans 22.5 yl de glucose 5% sterile (concentration finale de 1 tig^d). Ensuite, 
8,5 yl de PEI800K 100 mM (pr€par£ dans Teau et tampon6 & pH 6,9) ont 6te ajout£s. 
La composition ainsi obtenue contient done 9 equivalents d'amines par rapport aux 
phosphates. 

Le melange a ete vortex£ rapidement et utilise pour des injections 
20 intracerebrales chez des souris nouveau-nees. Pour cela, les souris ont ete 
anesthesiees par le froid (plac£es sur une feuille d'aluminium en contact avec de la 
glace), puis 2 pi de melange (2 yg d'acide nucleique) ont 6t& inject£s par souris. Les 
injections ont 6te realis6es dans le cortex, & l'aide d*un micromanipulateur et une 
microseringue reliees & une microfelectrode. 
25 Les cerveaux ont 6te pr&lev6s 48 heures plus tard, homogen&ses, centrifuges 

et le surnageant utilise pour le dosage de la lucif erase. Pour cela, le surnageant a ete 
incube en presence d'un tampon comprenant de la lucif erine, du coenzyme A et de 
1'ATP, et la lumiere 6mise (g6neralement pendant 10 secondes) a 6t£ mesuree avec un 
luminometre (Wood K. (1990) Promega Notes, 28). 
30 Les resultats obtenus sont presents sur la figure 12. lis montrent clairement 

que les compositions permettent de transferer efficacement le plasmide dans le cervau 
des souris alors qu'aucune activity lucif erase significative n'est observee lorsque le 
transfert est realise au moyen du plasmide seul. 
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BPVFKmTrATTONS 

1. Composition comprenant au moins un acide nucleique et un polymdre 
cationique de formule generate (I) : 

' 5 dans laquelle 

. R peut etre un atome dliydrogene ou un groupe de formule 

I (CH 2 ) n -NJ- 

q 

10 - n est un nombre entier compris entre 2 et 10; 

- p et q sent des nombres entiers, 
etant entendu que la somme p+q est telle que le poids moleculaire moyen du polymere 
soit compris entre 100 et 10^. 

2. Composition selon la revendication 1 caractensee en ce que, dans la 
15 formule (I), n est compris entre 2 et 5. 

3. Composition selon les revendications 1 ou 2 caracterisee en ce que le 
polymere possede un poids moleculaire moyen compris entre 10 3 et 5.10 6 . 

4. Composition selon lWe des revendications 1 a 3 caracterisee en ce que le 
polymere est choisi parmi le polyethylene inline (PEI) et polypropylene imine (PPI). 

20 5. Composition selon la revendication 4 caracterisee en ce que le polymere est 

choisi parmi le polyelhylene imine de poids moleculaire moyen 50 000 (PEI50K) et le 
polyethylene imine de poids moleculaire moyen 800 000 (PEI800K). 

6. Composition selon rune des revendications precedentes caracterisee en ce 
que les proportions respectives du polymere et de l'acide nucleique sont choisies de 
25 sorte que le rapport R amines du polymere / phosphates de l'acide nucleique soit 
compris entre 0,5 et 50. 
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7. Composition selon la revendication 6 caracterisee en ce que le rapport R 
est compris entire 2 et 50. 

8. Composition selon la revendication 7 caracterisee en ce que le rapport R 
est compris entre 5 et 30. 

9. Compositions selon IHine des revendications pr6c6dentes caracterisee en ce 
qu'elle comprend en plus un ou plusieurs adjuvants capables de s'associer au 
complexe polymere/acide nucleique et d'ameliorer le pouvoir transfectant 

10. Composition selon la revendication 9 caracterisee en ce que l'adjuvant est 
choisi parmi les lipides, proteines, lipopolyarnines et polymdres synthetiques. 

11. Composition selon la revendication 10 caracterisee en ce que l'adjuvant 
est un lipide cationique. 

12. Composition selon la revendication 11 caracterisee en ce que le lipide 
cationique est une ou plusieurs lipopolyarnines. 

15 13. Composition selon la revendication 12 caracterisee en ce que la 

lipopolyamine repond a la formule generate H2N-(-(CH) m -NH-)l-H dans laquelle m 
est un nombre entier sup6rieur ou fegal i 2 et 1 est un nomfare entier superieur ou egal a 
1, m pouvant varier entre les differents groupes de carbone compris entre deux amines. 

20 14. Composition selon la revendication 13 caracterisee en ce que la 

lipopolyamine est choisie parmi la dioctad£cylaimdoglycyi spermine (DOGS) ou la 5- 
carboxyspennylamide de la palmitoylphosphatidylethanolamine (DFPES). 

15. Composition selon la revendication 10 caracterisee en ce que l'adjuvant 
est un ou plusieurs lipides neutres. 

25 16. Composition selon la revendication 15 caracterisee en ce que le ou les 

lipides neutres sont choisis parmi les lipides synthetiques ou naturels, zwitterioniques 
ou depourvus de charge ionique dans les conditions physiologiques. 

17. Composition selon la revendication 16 caracterisee en ce que le ou les 
lipides neutres sont des lipides k 2 chaines grasses. 



5 



10 
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18. Composition selon la revendication 16 caracterisee en ce que le ou les 
lipides neutres sont choisis parmi la dioleoylphosphatidylfethanolamine (DOPE). 
roleoyl-palnutoylphos-phatidyl6thanolamine (POPE), le di-stearoyl, -palmitoyl, - 
mirystoyl phosphatidylfethanolamine ainsi que leurs derivfe N-mfethylfes 1 a 3 fois; les 

5 phosphatidylglycfetols, les diacyiglycerols, les glycosyldiacylglycerols, les 
cerebrosides (tels que notamment les galactocerebrosides) . les sphingolipides (tels 
que notamment les sphingomyelines) et les asialogangliosides (tels que notamment 
les asialoGMl et GM2). 

19. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que l'acide 
1 0 nucleique est tin acide desoxyribonucleique. 

20. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que l'acide 
nucleique est un acide ribonucleique. 

21. Composition selon la revendication 19 ou 20 caracterisee en ce que l'acide 
nucleique est modifte chirniquement 

15 22. Composition selon la revendication 19 & 21 caracterisee en ce que l'acide 

nucleique est un antisens. 

23. Composition selon rune des revendications 19 a 22 caracterisee en ce que 
l'acide nucleique comporte un gene therapeutique. 

24. Composition selon la revendication 9 caracterisee en ce qu'elle comprend 
20 de 0,1 4 20 Equivalents molaires d'adjuvant pour 1 Equivalent molaire de phosphates 

de l'acide nucleique, et, plus prfefferentiellement, de 1 a 5. 

25. Composition selon rune quelconque des revendications precedentes 
caracterisee en ce qu'elle comprend un element de ciblage. 

26. Composition selon la revendication 25 caracterisee en ce que I'element de 
25 ciblage est constitue par un sucre et/ou un peptide, tel que un anticorps ou fragment 

d'anticorps, un ligand de recepteur cellulaire ou un fragment de celui-ci, ou un 
recepteur ou fragment de recepteur. 

27. Composition selon la revendication 25 ou 26 caracterisee en ce que 
I'element de ciblage est life de manifere covalent au polyntere de formule (I). 
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28. Composition selon Tune quelconque des revendications prfecedentes 
caracteris6e en ce qu'elle cornprend un v6hicule pharmaceutiquement acceptable pour 
tine formulation injectable. 

29. Composition selon 1'une quelconque des revendications precedentes 
5 caracteris6e en ce qu'elle com p rend un v£hicule pharmaceutiquement acceptable pour 

une application sur la peau et/ou les muqueuses. 

30. Utilisation dun polymere cationique tel que defini dans la revendication 1 
pour le transfert dacides nucleiques dans les cellules. 
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Figure 1 
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Figura 2 
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Figure 3 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Figure ? 
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Figure 8 
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Figure 9 
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